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RESUMO 
A obesidade é uma doença de causa multifatorial determinada por fatores 
genéticos e ambientais. Após a industrialização dos alimentos, o perfil lipídico 
da dieta em humanos foi drasticamente alterado, provocando aumento do 
consumo de alimentos com gorduras saturadas e do tipo trans, o que causou 
em longo prazo sobrepeso da população. O período de lactação é um 
momento crucial no estabelecimento do comportamento alimentar e desta 
forma, superalimentação nesse período pode predispor o organismo ao 
desenvolvimento de comorbidades como a obesidade e diabetes.  Neste 
trabalho, investigamos o efeito da programação metabólica por redução de 
ninhada sobre possíveis alterações morfológicas no hipotálamo, parâmetros de 
obesidade, além de investigar o efeito da suplementação com óleo de peixe 
rico em AGPI’s n-3 sobre esses parâmetros. Para isso, foram utilizados ratos 
Wistar que, ao 3º dia pós-natal, tiveram suas ninhadas reduzidas para três 
animais caracterizando o grupo obeso, enquanto as ninhadas controle foram 
mantidas com 10 animais. Após o desmame, os animais foram divididos em 4 
grupos experimentais:  controle (CON), controle suplementado (CONS), obeso 
(OB) e obeso suplementado (OBS) e iniciou-se a suplementação diária com 
1g/kg/dia de óleo de peixe.  A massa corporal dos animais foi avaliada durante 
o período de em 7, 14 e 21 dias e, posteriormente, até o final do experimento. 
Para avaliação da obesidade foi calculado o índice de Lee aos 21 e 60 dias, e 
avaliados os panículos adiposos da cavidade abdominal (retroperitoneal, 
mesentérica e perigonadal). Parâmetros séricos como glicemia, lipidemia e 
perfil lipídico foram mensurados. Uma vez estabelecido o quadro de obesidade, 
os encéfalos dos animais foram processados histologicamente e submetidos à 
análise estereológica dos núcleos hipotalâmicos relacionados ao controle de 
ingestão e saciedade, núcleo arqueado (ARC), paraventricular (PV) e área 
hipotalâmica lateral (LHA). Os resultados demonstram que o modelo da 
programação metabólica foi hábil em estabelecer um padrão de obesidade nos 
animais de ninhada reduzida, entretanto essas alterações sistêmicas não foram 
acompanhadas de alterações da citoarquitetura dos núcleos hipotalâmicos. 
Esse quadro foi acompanhado de alterações em depósitos adiposos e em 
parâmetros séricos, que caracterizam o quadro. De forma interessante, a 
suplementação reverteu os parâmetros dos panículos adiposos, entretanto não 
provocou significativa melhora nos parâmetros séricos. Acreditamos que esses 
resultados devam-se ao curto tempo de suplementação. Desta forma, conclui-
se que o modelo de programação metabólica produz alterações metabólicas 
que se relacionam com o quadro de obesidade, sem alterar a organização 
celular do hipotálamo. 
Palavras chave: Obesidade, programação metabólica, hipotálamo e óleo de 
peixe. 
 
 
ABSTRACT 
Obesity is a multifactorial disease caused by genetic and environmental 
factors. After the industrialization of food, the lipid profile of the diet in humans 
was drastically altered, causing an increase in the consumption of foods with 
saturated fats and trans type, which caused in the long term overweight of the 
population. The lactation period is a crucial moment in the establishment of 
eating behavior and thus overfeeding in this period may predispose the body to 
the development of comorbidities such as obesity and diabetes. In this work, we 
investigated the effect of metabolic programming by litter reduction on possible 
morphological changes in the hypothalamus, obesity parameters, and 
investigated the effect of supplementation with fish oil rich in n-3 PUFAs on 
these parameters. For this, Wistar rats were used, which on the 3rd postnatal 
day had their litters reduced to three animals characterizing the obese group, 
while the control litters were maintained with 10 animals. After weaning, the 
animals were divided into 4 experimental groups: control (CON), supplemented 
control (CONS), obese (OB) and supplemented obese (OBS), and daily 
supplementation with 1g/kg/day of fish. The body mass of the animals was 
evaluated during the period of 7, 14 and 21 days, and thereafter until the end of 
the experiment. For the evaluation of obesity, the Lee index was calculated at 
21 and 60 days, and the adipose tissue of the abdominal (retroperitoneal, 
mesenteric and perigonadal) cavity was evaluated. Serum parameters such as 
blood glucose, triglycerides and lipid profile were measured. Once the obesity 
was established, the animals' brains were processed histologically and 
submitted to stereological analysis of the hypothalamic nuclei related to the 
ingestion and satiety control, arcuate nucleus (ARC), paraventricular (PV) and 
lateral hypothalamic area (LHA). The results demonstrate that the model of 
metabolic programming was able to establish a pattern of obesity in the animals 
of reduced litter, however these systemic alterations are not accompanied by 
changes in the cytoarchitecture of hypothalamic nuclei. This situation was 
accompanied by alterations in fatty deposits and in serum parameters that 
characterize the condition. Interestingly, supplementation may reverse the 
parameters of adipose tissue, but it didn’t cause a significant improvement in 
serum parameters. We believe that these results are due to the short time of 
supplementation. In this way, it is concluded that the metabolic programming 
model produces metabolic changes that are related to the obesity scenario, 
without altering the cellular organization of the hypothalamus. 
Key words: Obesity, metabolic programmed, hypothalamus and fish oil. 
 
 
 
 
 
LISTA DE TABELAS 
 
TABELA 1 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DE LEITE 
OBTIDAS DE RATAS PROGENITORAS CONTROLE E OBESO. ............................................ 29 
TABELA 2 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DE PLASMA 
DOS RATOS DOS GRUPOS CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO 
SUPLEMENTADO. ...................................................................................................................... 36 
TABELA 3 - DENSIDADE POR ÁREA (NA) DOS NÚCLEOS HIPOTALÂMICOS DE RATOS 
CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO SUPLEMENTADO. ........... 39 
TABELA 4 - DENSIDADE NUMÉRICA (NV) DOS NÚCLEOS HIPOTALÂMICOS DE RATOS 
CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO SUPLEMENTO. ................ 41 
TABELA 5 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DO CÓRTEX 
CEREBRAL DOS RATOS DOS GRUPOS CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, 
OBESO E OBESO SUPLEMENTADO.. ..................................................................................... 42 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
FIGURA 1 - DESENHO EXPERIMENTAL EM DIAS. ................................................................. 16 
FIGURA 2 - ILUSTRAÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS. ................................................. 17 
FIGURA 3 - ANATOMIA DA FORMAÇÃO HIPOTALÂMICA E SEUS NÚCLEOS. .................... 22 
FIGURA 4 - IMAGEM HISTOLÓGICA DO NÚCLEO PV COM O DISSECTOR FÍSICO 
(VERMELHO) E O MARCADOR (AMARELO). .......................................................................... 24 
FIGURA 5 - CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE OBESIDADE DURANTE O PERÍODO 
LACTACIONAL............................................................................................................................ 27 
FIGURA 6 - AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS TOTAIS DO LEITE DE RATAS 
PROGENITORAS........................................................................................................................28 
FIGURA 7 - EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL E O CONSUMO ALIMENTAR ASSOCIADO 
À PROGRAMAÇÃO METABÓLICA E AO EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO COM O ÓLEO DE 
PEIXE.. ........................................................................................................................................ 31 
FIGURA 8 - EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO EM ANIMAIS OBESOS. ..................................... 33 
FIGURA 9 - EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO SOBRE PARÂMETROS SÉRICOS EM ANIMAIS 
OBESOS AOS 60 DIAS. ............................................................................................................. 34 
FIGURA 10 - IMAGEM HISTOLÓGICA DA ÁREA HIPOTALÂMICA. ........................................ 37 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
AA - Ácido Araquidônico 
AGPI’s - Ácidos Graxos Poliinsaturados 
AgRP - Peptídeo Relacionado ao gene Agouti 
ALA - Ácido α- linolênico 
ARC - Núcleo Arqueado  
ANOVA – Analise de Variância 
CART - Transcrito Regulado pela Cocaína e Anfetamina 
CNA - Comprimento Naso Anal 
CON - Controle 
CONS - Controle Suplementado 
DHA - Ácido Docosahexaenóico 
DMH - Núcleo Dorsomedial 
EPA - Ácido Eicosapentaenóico 
GMS - Glutamato Monossódico 
HPA - Eixo Hipotálamo Hipófise Adrenal 
LA - Ácido Linoleico 
LHA - Área Hipotalâmica Lareral 
n-3 - Ômega 3 
n-6 - Ômega 6 
NPY - Neuropeptídio Y 
OB - Obeso 
 
 
OBS - Obeso Suplementado 
OMS - Organização Mundial da Saúde  
PV - Núcleo Paraventricular 
POMC - Pró Ópio Melanocortina 
RI - Resistência à Insulina 
SNC - Sistema Nervoso Central 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................... 1 
1.1 OBESIDADE .................................................................................................................... 1 
1.2 O HIPOTÁLAMO ............................................................................................................. 3 
1.3 MODELOS ANIMAS PARA O ESTUDO DA OBESIDADE ................................................... 6 
1.3.1 O modelo da programação metabólica por redução de ninhada ......................... 6 
1.4 OBESIDADE E DIETAS OCIDENTAIS ................................................................................ 8 
1.5 ÁCIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS ............................................................................ 9 
1.6 ÁCIDOS GRAXOS E SISTEMA NERVOSO CENTRAL ....................................................... 12 
2 OBJETIVOS ................................................................................................................. 14 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .............................................................................................. 14 
3 MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................... 15 
3.1 COMITÊ DE ÉTICA ........................................................................................................ 15 
3.2 OBTENÇÃO DOS ANIMAIS ........................................................................................... 15 
3.3 INDUÇÃO DA OBESIDADE POR REDUÇÃO DE NINHADA ............................................. 16 
3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS ............................................................................................ 17 
3.5 ORDENHA DO LEITE ..................................................................................................... 18 
3.6 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS DO LEITE ............................................................................. 18 
3.7 SUPLEMENTAÇÃO ....................................................................................................... 18 
3.8 EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL .............................................................................. 19 
3.9 AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE RAÇÃO ....................................................................... 19 
3.10 AVALIAÇÃO DA OBESIDADE......................................................................................... 19 
3.10.1 Índice de Lee (IL) ................................................................................................. 19 
3.10.2 Peso das gorduras abdominais viscerais ............................................................. 19 
3.11 ANÁLISE BIOQUÍMICA DO PLASMA ............................................................................. 20 
3.12 PERFIL LIPÍDICO E CROMATOGRAFIA LÍQUIDA............................................................ 20 
3.13 MICROSCOPIA DE LUZ ................................................................................................. 22 
3.14 COLORAÇÃO DE NISSL ................................................................................................. 22 
3.15 ANÁLISE ESTEREOLÓGICA............................................................................................ 23 
3.16 ANALISE ESTATÍSTICA .................................................................................................. 25 
4 RESULTADOS .............................................................................................................. 26 
4.1 EVOLUÇÃO DO PESO CORPORAL DURANTE A LACTAÇÃO E COMPOSIÇÃO DO LEITE 26 
 
 
4.1.1 Evolução do peso dos filhotes no período de lactação ....................................... 26 
4.1.2 Composição do leite ............................................................................................ 28 
4.2 EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL ASSOCIADA AO CONSUMO ALIMENTAR E EFEITO 
DA SUPLEMENTAÇÃO .............................................................................................................. 30 
4.3 ALTERAÇÕES DOS PARÂMETROS BIOMÉTRICOS E BIOQUÍMICOS DECORRENTES DA 
OBESIDADE E EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO ........................................................................... 32 
4.4 COMPOSIÇÃO LIPÍDICA DO PLASMA ........................................................................... 35 
4.5 AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES HIPOTALÂMICAS......................................................... 37 
4.5.1 Analise estereológica dos núcleos hipotalâmicos: área hipotalâmica lateral, 
arqueado e paraventricular ................................................................................................. 37 
4.5.2 Densidade por área (Na) ..................................................................................... 38 
4.5.3 Densidade numérica (Nv) .................................................................................... 40 
4.5.4 Concentração de ácidos graxos no córtex cerebral ............................................ 42 
5 DISCUSSÃO ................................................................................................................ 43 
6 CONCLUSÃO ............................................................................................................... 49 
7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................... 50 
8 ANEXO ....................................................................................................................... 62 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 OBESIDADE 
 
Ao longo da evolução, os organismos mamíferos assim como outras 
espécies desenvolveram a habilidade de estocar energia como estratégia para 
garantir sua sobrevivência após passar por períodos críticos de escassez de 
nutrientes. Desta forma, as calorias não consumidas de forma imediata 
passaram a ser estocadas no tecido adiposo (BALISTRERI et al., 2010; 
LAFLAMME, 2012). Neste tecido, as células são capacitadas em armazenar 
gotículas de lipídios na forma de triacilglicerol, por todo seu citoplasma, sem 
que a célula sofra alterações funcionais (AHIMA & FLIER, 2000; CHUNG & 
LEIBEL, 2005).  
A vida moderna trouxe uma variada gama de alimentos, com significativo 
teor de calorias e palatabilidade. Como consequência, as últimas gerações 
apresentaram um aumento do estoque energético devido à ingestão de 
alimentos altamente calóricos, acompanhados de sedentarismo. Este cenário 
produziu o expressivo aumento na prevalência da obesidade, acometendo de 
maneira generalizada em diferentes populações mundiais e classes sociais. 
Atualmente a OMS, considera a obesidade uma epidemia global (COTTRELL & 
OZANNE, 2007; SUZUKI et al., 2012, SEGOVIA  et al., 2014). O aumento da 
ingestão de dietas calóricas associada ao sedentarismo, não somente provoca 
a instalação do quadro de obesidade, como de outras comorbidades 
associadas, tais como a resistência periférica à insulina (RI), diabetes tipo II, 
hipertensão arterial, intolerância à glicose, dislipidemias e doenças 
cardiovasculares. A instalação de um quadro de obesidade associada à 
ocorrência de duas ou mais patologias, é considerado como síndrome 
metabólica (SM), e sua prevalência tem se tornado cada vez mais comum. A 
síndrome metabólica está associada a um risco aumentado de eventos 
cardiovasculares e mortalidade (WAJCHENBERG, 2000; YANG & SMITH, 
2007). 
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A revolução industrial foi responsável por produzir um aporte de 
gorduras saturadas e do tipo trans aos alimentos, fato que provocou alterações 
significativas no perfil lipídico da dieta humana devido ao maior consumo 
dessas gorduras (SIMOPOULOS, 2011). Essas alterações da dieta se 
refletiram na composição lipídica das membranas celulares e 
consequentemente, podem ser relacionadas com alterações de funcionalidade 
em diversos sistemas fisiológicos. Desde a década passada, tais alterações da 
dieta têm sido correlacionadas com o aumento da prevalência de diversas 
patologias inclusive aquelas relacionadas aos sistemas cardiovascular e 
nervoso (YOUDIM et al., 2000; SHAPIRO, 2003). 
A Organização Mundial da Saúde aponta a obesidade como um dos 
maiores problemas de saúde pública no mundo. A projeção é que, em 2025, 
cerca de 2,3 bilhões de adultos estejam com sobrepeso e mais de 700 milhões 
obesos. Mundialmente a prevalência da obesidade tem aumentado de maneira 
significativa desde 1980. Em 2014, mais de 1,9 bilhões de adultos estavam 
acima do peso, o equivalente a 39 % de toda população adulta. Destes mais de 
600 milhões eram obesos. O aumento da obesidade entre crianças é alarmante 
(ROCCHINI, 2002), e sua prevalência dobrou nas duas últimas décadas em 
muitos países. Segundo as estatísticas, 42 milhões de crianças com 5 anos 
estavam acima do peso ou obesos em 2013 (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 2016). Tais números fazem com que hoje seja considerado 
um problema mundial de saúde pública (ONIS & BLÖSSNER, 2000; 
LOBSTEIN et al., 2004).  
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1.2 O HIPOTÁLAMO 
 
O hipotálamo ocupa a porção ventral do diencéfalo e desempenha suas 
funções de forma articulada através de diversos circuitos neurais que se 
comunicam com: áreas corticais de controle - que se encarregam dos estados 
motivacionais, sistemas motores somáticos - que comandam os 
comportamentos correspondentes; e sistemas eferentes neurais e humorais - 
que realizam as ações fisiológicas reguladoras sobre interações 
neuroimunoendócrinas (BOURET, 2009), desempenha papel fundamental no 
controle neural da ingestão e gasto de energia, através de um complexo 
circuito de neurotransmissores e neuromoduladores, onde o hipotálamo figura 
como a principal estrutura anatômica envolvida no processo (STANLEY et al., 
2005; KENNY, 2011). 
Para manutenção de equilíbrio energético adequado, é necessário 
regular o comportamento alimentar com base nas reservas energéticas e sua 
velocidade de reposição (RINALDI et al., 2012). A conexão entre 
comportamento alimentar e lipídios é dada através da comunicação entre o 
tecido adiposo e o encéfalo por comunicação endócrina através do hormônio 
leptina. Quando neurônios do hipotálamo (NPY e AgRP) detectam redução nas 
concentrações de hormônio liberado pelos adipócitos, há o estímulo da 
ingestão de alimentos (BOURET & SIMERLY, 2007; PAZ-FILHO, 2016). 
Na gênese da obesidade está o desequilíbrio na modulação do apetite, o 
que provoca desbalanço entre o consumo e gasto de energia em direção ao 
aumento do consumo (BERTHOUD & MORRISON, 2008). Atualmente muito 
tem se investigado sobre os mecanismos reguladores da saciedade e gasto 
energético, no sentido de compreender a relevância fisiológica desses sistemas 
e o papel que desempenham nos distúrbios da obesidade (ZHU et al., 2015; 
PAZ-FILHO, 2016). 
A disfunção da atividade hipotalâmica, no que tange o controle da fome 
e da saciedade, implica num importante mecanismo no desenvolvimento da 
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obesidade (PLAGEMANN et al., 1999; MCMILLEN et al., 2005). O controle do 
balanço energético de animais e seres humanos é realizado pelo sistema 
nervoso central (SNC) por meio de conexões neuroendócrinas, em que 
hormônios periféricos, como a leptina e a insulina, atuam sobre neurônios 
especializados do hipotálamo informando sobre os estoques de gordura do 
organismo e induzindo respostas apropriadas para a manutenção desses 
estoques (BOURET & SIMERLY, 2007; VELLOSO & SCHWARTZ, 2011). A 
maioria dos casos de obesidade encontra-se associada a um quadro de 
resistência central à ação da leptina e da insulina. Em animais de 
experimentação a dieta hiperlipídica é capaz de induzir processo inflamatório 
no hipotálamo, que interfere com as vias intracelulares de sinalização por 
esses hormônios, resultando em hiperfagia, diminuição do gasto energético e, 
por fim, obesidade (DE SOUZA et al., 2005). 
O núcleo arqueado do hipotálamo é um dos principais alvos de ação da 
leptina no sistema nervoso central (COLL et al., 2007). Após a identificação da 
leptina, o conhecimento acerca dos processos fisiológicos que regulam o 
balanço energético sofreu rápido incremento (SANDOVAL et al., 2008). 
Diversos fatores circulantes, produzidos principalmente pelo tecido adiposo, 
trato gastrointestinal e pâncreas, além dos próprios nutrientes, foram 
identificados como fatores moduladores do comportamento alimentar, tendo 
ação sobre hipotálamo e em outras áreas do SNC (BOURET et al., 2004).  
Dentre as moléculas hipotalâmicas que participam da regulação do 
comportamento alimentar, figura o neuropeptídeo Y (NPY). É um dos mais 
abundantes peptídeos conhecidos no sistema nervoso dos mamíferos, sendo 
expresso em concentrações elevadas em determinadas regiões do SNC, 
incluindo o hipotálamo (BALASUBRAMANIAM, 2002). Os neurônios secretores 
de NPY, em roedores, estão especialmente localizados no núcleo arqueado do 
hipotálamo (ARC) (TSUNEKAWA et al., 2017). Esses neurônios enviam 
projeções para outros núcleos da formação hipotalâmica, particularmente os 
núcleos paraventricular (PV) e dorsomedial (DMH), bem como área 
hipotalâmica lateral (LHA), criando um circuito (SÁNCHEZ, 2005). O NPY 
representa um potente modulador central do apetite, por atuar em neurônios 
orexígenos do ARC, estimulando a ingesta alimentar (SINGH et al., 2016).  
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Quadros metabólicos de obesidade podem ser induzidos 
experimentalmente em roedores, por lesão bilateral no núcleo ventromedial 
(VMH), e adiposidade por lesão no núcleo arqueado (ARC) induzida emprego 
de glutamato monossódico (GMS) (BALBO et al., 2000; ZELEZNÁ et al., 2009). 
O ARC é conhecido como local de secreção de neurotransmissores, peptídeos 
e hormônios. Por caracterizar órgão regulador de funções básicas para 
sobrevivência, compreende uma área cerebral de maturação precoce. A lesão 
nesta região na fase neonatal implica importantes efeitos na função 
neuroendócrina. Foi com base nessa premissa que a administração neonatal 
do GMS foi estabelecida como modelo de obesidade de grande relevância, 
empregando como instrumento de investigação do envolvimento do ARC na 
função neuroendócrina (JIN et al., 2015; CAO et al., 2016).  
Núcleos situados no hipotálamo integram uma série de sinais com o 
sistema nervoso central controlando a ingestão alimentar e o gasto energético 
(BOURET, 2004). As vias de maior compreensão, envolvem os neurônios 
orexígenos NPY/AgRP e os neurônios anorexígenos POMC/CART no núcleo 
arqueado (ARC) do hipotálamo. Esses neurônios se projetam do ARC para 
outros importantes núcleos hipotalâmicos: paraventricular (PV), dorsomedial 
(DMH), ventromedial e lateral (LHA). Além disso, existem várias projeções que 
chegam ou partem para o tronco cerebral, das áreas corticais e das vias de 
retroalimentação que modulam o consumo alimentar (BOURET, 2009; 
BRETON, 2013). 
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1.3 MODELOS ANIMAS PARA O ESTUDO DA OBESIDADE 
 
Na literatura são encontrados vários estudos de obesidade com modelo 
experimental animal. A obesidade em animal pode ser induzida por dieta 
hiperlipídica (TIAN et al., 2017), lesões física no núcleo ventromedial (VMH) do 
hipotálamo (HETHERINGTON & RANSON, 1940; KING, 2006), lesões 
químicas induzidas pela neurotoxicidade do glutamato monossódico (GMS) que 
se concentram no núcleo ventromedial (VMH) nos casos de obesidade e no 
núcleo arqueado do hipotálamo (ARC), nos casos de adiposidade (BALBO et 
al., 2000; ZELEZNÁ et al., 2009; JIN et al., 2015; CASTAÑEDA et al., 2016), e 
pela supernutrição durante a lactação por redução do número de filhotes da 
ninhada (PLAGEMANN, 2005; FISCHER et al., 2015). 
 
1.3.1 O modelo da programação metabólica por redução de ninhada 
 
Para investigar a relação entre a origem das alterações metabólicas e 
das comorbidades associadas à obesidade infantil e adulta, diversos modelos 
de obesidade em animais são utilizados. Dentre esses, se destacam os que 
procuram reproduzir condições ambientais as quais humanos podem ser 
expostos, para então investigar de que forma fatores como excessivo aporte 
energético, sedentarismo, estresse, entre outros, podem contribuir na gênese 
da obesidade (RODRIGUES et al., 2009; THOLE et al., 2012). Neste sentido, 
destaca-se o modelo de obesidade por programação metabólica, proposto por 
Kennedy em 1957, este modelo consiste em proporcionar maior aporte de leite 
à prole pela redução do tamanho da ninhada (KENNEDY, 1957). 
Estudos desenvolvidos por GRINO (2005) mostraram que a 
superalimentação no período pós-natal imediato acelera a maturação do eixo 
HPA e resulta em uma condição de excesso de peso moderado na fase adulta. 
Adicionalmente, é sabido que a superalimentação durante o período de 
lactação em ratos resulta no aumento de peso corporal e modificação do 
crescimento durante toda a vida pós-natal (PLAGEMANN, 2006; GUILLOTEAU 
et al. 2009, PATEL & SRINIVASAN, 2011). 
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 O desenvolvimento cerebral é um processo complexo e interativo, onde 
vários processos fisiológicos, bioquímicos e morfológicos figuram e interagem 
para a perfeita formação do encéfalo. Durante este período significativas 
alterações morfológicas ocorrem no encéfalo em maturação.  É durante estas 
etapas que os neurônios estabelecem e fortalecem conexões, desenvolvem 
axônios e aumentam o número de contatos sinápticos (RAKIC et al., 2009). A 
programação metabólica ocorre em períodos críticos no desenvolvimento do 
organismo, dentre os quais se destacam o período gestacional, fase de 
amamentação e toda a primeira infância. Tais períodos são caracterizados pela 
maior proliferação, diferenciação, crescimento e alta plasticidade celular, em 
especial para o SNC (WATERLAND & GARZA, 1999; GUILLOTEAU et al., 
2009). 
 O modelo de redução de ninhada logo após o nascimento dos filhotes 
tem sido amplamente usado como modelo de supernutrição pós-natal para 
estudos sobre obesidade e as comorbidades a ela relacionadas. O ambiente 
perinatal é importante para determinar o ganho de peso no futuro, adiposidade 
e outras propriedades fisiológicas (THOLE et al., 2012). Em resumo, as dietas 
ricas em gorduras e a obesidade materna durante a gestação e posteriormente 
durante a lactação, podem promover a obesidade e a síndrome metabólica em 
filhotes de ratos (LEVIN, 2006). Animais de ninhadas reduzidas apresentam 
excesso de peso, resistência à insulina, hiperinsulinemia e dislipidemias 
caracterizando a instauração da síndrome metabólica (PLAGEMANN et al., 
1992). 
 O aumento do aporte energético durante a lactação em animais de 
ninhada reduzida é capaz de promover a redução da divisão simpática do 
sistema nervoso autônomo, redução da termogênese pelo tecido adiposo 
marrom, aumento do estresse oxidativo em músculo cardíaco, além de redução 
da secreção de insulina frente ao estímulo da glicose (HABBOUT et al., 2013). 
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1.4 OBESIDADE E DIETAS OCIDENTAIS 
 
São inúmeras as razões que determinam a escolha de um alimento, 
como fatores culturais por exemplo.  Muitas vezes a falta de tempo associada à 
praticidade e uma escolha rápida que agrada o paladar e leva a sensação de 
prazer, pode se tornar um hábito alimentar, trazendo consigo o risco de 
obesidade (BERTHOUD, 2006). Desde a revolução industrial, a indústria 
alimentícia vem contribuindo drasticamente para o estabelecimento de hábitos 
alimentares inadequados e irradiando o ganho excessivo de calorias, 
estabelecendo assim o início do sobrepeso (WISSE et al., 2007). Considerando 
aspectos sociais envolvidos com alimentação, tais problemas na população 
adulta, são transmitidos à população infanto-juvenil, afetando ciclos geracionais 
(LOBSTEIN et al., 2004). 
É crescente o aparecimento de alterações metabólicas e endócrinas 
precedentes a instalação da obesidade na porção mais jovem da população 
(LOBSTEIN et al., 2004). O modo em que vivemos atualmente com a oferta de 
alimentos prontamente disponíveis, pouco esforço de trabalho físico e grandes 
tecnologias, pode causar ainda na infância de um indivíduo desordens 
metabólicas, e se não tratadas, podem estabelecer na vida adulta um quadro 
de obesidade. Toda essa oferta e exposição a estímulos ainda na infância 
provoca condicionamento de ingestão de alimentos na ausência de 
necessidade metabólica durante período crítico do desenvolvimento, quando 
muitas mudanças fisiológicas estão em transição facilitando a instalação de 
desordens metabólicas (PLAGEMANN, 2005; BERTHOUD, 2012). 
Sabe-se que o período de amamentação é de extrema importância para 
a saúde e desenvolvimento do recém-nascido (LIBUDA et al., 2014, LECHNER 
& VOHR, 2017). O leite possui todos os nutrientes necessários, proteínas, 
vitaminas, sais minerais, lipídios, água, além de anticorpos que o protegem 
contra doenças (ALSAWEED et al., 2015; HASCHKE et al., 2016; LEWIS et al., 
2017). A troca do leite materno por leite industrializado e altamente calórico é o 
gatilho para desencadear processos que provocarão desequilíbrio na 
estruturação dos tecidos em formação (INNIS, 2003; INNIS, 2004; LOUGHRILL 
& ZAND, 2016). Uma dieta é muito mais que o comer biológico, é a escolha do 
amanhã para o indivíduo. Dietas ricas em gorduras saturadas associadas ao 
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estilo de vida atual propagam uma epidemia mundial de obesidade (WISSE et 
al., 2007). 
Os modelos utilizados atualmente para compreensão do estabelecimento 
do quadro de obesidade e suas comorbidades, preconizam mimetizar as 
condições ambientais como sedentarismo ou o aumento do aporte energético, 
provocando ganho de peso e alterações séricas relacionadas ao metabolismo 
de lipídios. Dentre estes modelos, destaca-se o modelo de programação 
metabólica por redução de ninhada, onde o aumento do aporte energético pela 
redução das ninhadas promove alterações metabólicas pré-dispondo o 
organismo ao desenvolvimento de comorbidades na vida adulta, entre elas a 
obesidade (THOLE et al., 2012), dislipidemias e resistência à insulina 
(BOULLU-CIOCCA et al., 2008). 
 
 
1.5 ÁCIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS 
 
Com a industrialização dos alimentos, o consumo de gorduras saturadas 
ou do tipo trans é elevado e coincidentemente a prevalência de diversas 
condições humanas tornou-se é significativamente maior, sugerindo que os 
lipídios contidos na dieta podem ser fator determinante para o desenvolvimento 
de diversas patologias (YOUNDIM et al., 2000; BAGGIO & BRAGAGNOLO, 
2006). Desta forma, os lipídios da dieta ganharam especial atenção nas ultimas 
décadas, pois representam importante ferramenta no controle de patologias 
associadas aos hábitos alimentares modernos (PHILLIPS, 2013). Neste 
sentido, especial atenção tem sido dada aos ácidos graxos poliinsaturados n-3 
(AGPIs n-3), devido à habilidade de modular eventos biológicos tais como 
fluidez de membrana, transdução de sinal e expressão gênica. O número de 
estudos investigando o potencial nutracêutico dos AGPIs n-3 e sua aplicação 
clínica para o tratamento de diversas condições humanas têm aumentado de 
forma exponencial, e com eles o entendimento dos mecanismos de ação dos 
AGPIs n-3 (BORSONELO & GALDURÓZ, 2008; LI, 2015). 
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Os componentes lipídicos, especialmente os ácidos graxos, estão 
presentes nas mais diversas formas de vida, desempenhando importantes 
funções na estrutura das membranas celulares e estão envolvidos em vários 
processos biológicos, tais como: interação com enzimas, comunicação celular, 
participação na constituição de alguns hormônios e atuar em cascatas 
bioquímicas, produzindo relações específicas para ocorrência de processos 
fisiológicos (BROADHURST et al., 2002; FAROOQUI et al., 2006). 
Há duas importantes famílias de ácidos graxos poliinsaturados (AGPIs): 
a conhecida como n-6 ou ômega-6 e a n-3 ou ômega-3 (CURI, 2002). Todos os 
membros da família n-6 contêm sua primeira ligação entre o sexto e sétimo 
átomo de carbono a partir do terminal metila do átomo de carbono, portanto a 
denominação ômega-6 ou n-6. Similarmente, os ácidos graxos n-3 tem sua 
primeira dupla ligação entre o terceiro e quarto átomo de carbono a partir do 
terminal metila do átomo de carbono, portanto a denominação ômega-3 ou n-3. 
A família n-6 é derivada do ácido linoleico (LA), o qual tem duas duplas 
ligações em sua cadeia de 18 carbonos e a família n-3 é derivada do ácido α- 
linolênico (ALA), o qual similarmente apresenta cadeias carbônica com 18 
átomos, mas contem três duplas ligações. Estas duas famílias não podem ser 
interconvertidas, de maneira que competem ente si pela mesma cascata 
enzimática de elongação e dessaturação das cadeias carbônicas (INNIS, 2007; 
LEHNINGER et al, 2014). 
Estes ácidos graxos precursores das famílias são classificados como 
essenciais porque os mamíferos não são capazes de sintetizá-los, 
consequentemente, devem ser fornecidos pela dieta (INNIS, 2003). Dois 
distintos papéis são responsáveis pela essencialidade dos ácidos linoleico e α- 
linolênico: suas funções como componentes estruturais de membranas e seus 
papéis como precursores de substâncias fisiologicamente ativas, os 
eicosanoides. Os eicosanoides são sintetizados a partir de AGPIs de cadeias 
carbônicas contendo 20 carbonos (gr. eicosa: vinte), presente nos fosfolipídios 
nas membranas celulares. Dentre os principais substratos para produção 
destas moléculas bioativas em cada família estão: o ácido araquidônico (20:4; 
n-6) e o ácido eicosapentaenoico (20:5; n-3) (SIMOPOULOS, 2002; 
BORSONELO & GALDURÓZ, 2008). 
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Interessantemente, os derivados da família n-3 têm menor potência 
inflamatória do que aqueles da família n-6. Este fato levou ao interesse em se 
investigar qual o papel do óleo de peixe, rico em ácido graxo de cadeia longa 
da série n-3, no tratamento de condições inflamatórias ou ainda em outras 
patologias (VOLKER & GARG, 1997; ARONSON et al. 2001; YOUNG & 
MARTIN, 2003; CALDER & YAQOOB, 2009) 
Em humanos, os ácidos linoleicos (n-6) e α-linolênico (n-3) são 
necessários para as membranas celulares, funções cerebrais e a transmissão 
de impulsos nervosos (INNIS, 2008). Os ácidos graxos poliinsaturados da série 
ômega 3 são importantes no desenvolvimento e funcionamento do sistema 
nervoso central. Por ação de enzimas fosfolipases, os AGPIs esterificados em 
fosfolipídios de membrana podem ser mobilizados das membranas, atuando 
em processos de transdução de sinal em neurônios e outros tipos celulares. 
Assim, os AGPIs têm sido relacionados com ativação e modulação de cascatas 
bioquímicas, regulação de enzimas e canais iônicos, sugerindo que tais 
moléculas podem estar envolvidas com a regulação de eventos determinantes 
da formação do sistema nervoso central (FAROOQUI & HORROCKS 2006). 
Os lipídios dietéticos, além de fornecer energia para as células, 
constituem a maior reserva energética corporal para crianças e recém-
nascidos. Eles são componentes estruturais de todos os tecidos e são 
indispensáveis para a síntese das membranas celulares (FAROOQUI et al., 
2000; BROADHURST et al., 2002). Nos últimos anos, despertou-se o interesse 
pela qualidade dos lipídios fornecidos na alimentação infantil, uma vez que já 
se sabe que esse é um fator determinante no crescimento, no desenvolvimento 
visual e neural, e na manutenção da saúde. Assim, considera-se hoje que a 
seleção de lipídio dietético durante a infância tem grande importância para o 
crescimento e o desenvolvimento (LIBUDA et al., 2014; COLLINS et al., 2015).  
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1.6 ÁCIDOS GRAXOS E SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
O cérebro de mamíferos caracteriza-se por apresentar altas 
concentrações de lipídios, encontrados na forma de fosfolipídios de 
membranas (BROADHURST et al., 2002). As membranas das células neurais 
de mamíferos caracterizam-se por apresentarem constituição lipídica única, 
contendo grandes concentrações de ácidos graxos poliinsaturados (AGPIs), em 
especial o ácido docosahexaenóico (DHA n-3), o ácido eicosapentaenóico 
(EPA n-3) e o ácido araquidônico (AA n-6) (AKBAR et al., 2005; CHEN et al., 
2008). Durante o desenvolvimento e maturação do SNC, o cérebro utiliza 
grandes quantidades de DHA principalmente para síntese de novas 
membranas celulares, fazendo-se necessário uma dieta adequada em AGPIs 
n-3 (SCHIEFERMEIER & YAVIN, 2002; HORROCKS & FAROOQUI, 2004; 
INNIS, 2007). Por ação de enzimas fosfolipases, os AGPIs esterificados em 
fosfolipídios de membrana podem ser mobilizados das membranas, atuando 
em processos de transdução de sinal em neurônios e outros tipos celulares 
(ONG, et al., 2015). 
Durante a gestação, a mãe é a única fonte de ácidos graxos para o feto. 
Os ácidos graxos são transferidos para o feto com eficiência via circulação 
placentária. O último trimestre de gestação e os primeiros dezoitos meses pós-
nascimento, representam um período crítico para incorporação de AGPIs nas 
membranas cerebrais (INNIS, 2004; CETIN & KOLETZKO, 2008). Durante o 
último trimestre de gestação, o desenvolvimento cerebral do feto exige grandes 
quantidades de AGPIs disponíveis para perfeita incorporação (BIRCH et al., 
2000). Como consequência, os estoques de AGPIs das mães especialmente 
DHA, sofrem significativa redução e muitas vezes não são restabelecidos após 
o parto, mesmo depois de várias semanas (OTTO et al., 1997). 
As membranas neuronais contêm fosfoglicerolipídeos ricos em AGPIs, 
especialmente DHA e ácido Araquidônico (AA) (FAROOQUI et al., 2000). Estes 
ácidos graxos poliinsaturados são capazes de promover alterações na função 
cerebral, porque quando incorporados à membrana dos neurônios, alteram 
suas características físico-químicas, podendo assim participar ativamente de 
processos de sinalização celular (FAROOQUI, 2009). 
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A deficiência de ácidos graxos essenciais pode causar neuropatologias, 
e está intimamente relacionada a outras doenças atuais como a depressão, 
além da obesidade, diabetes e outras comorbidades (ANSORGE et al., 2007;  
SIMOPOULOS, 2011; LI, 2015). Neste sentido a utilização de modelos animais 
representa uma importante ferramenta para a compreensão dos mecanismos 
pelos quais tais condições se estabelecem, bem como para identificação de 
possíveis estratégias de tratamento (DAI et al., 2016). 
Embora vários trabalhos sobre obesidade e disfunção hipotalâmica 
utilizando modelos animais sejam encontrados na literatura, ainda há carência 
de informações sobre esse sistema de controle neuroendócrino e o papel dos 
ácidos graxos poliinsaturados neste cenário da obesidade. A população obesa 
ou com sobrepeso, vem crescendo mundialmente, sendo necessário o 
desenvolvimento de estratégias que permitam reduzir o ganho de peso, ou 
minimizar as comorbidades associadas a esta patologia. Neste sentido, 
destaca-se o modelo de obesidade por programação metabólica, protocolo que 
permite o estabelecimento do quadro de obesidade em um cenário livre da 
interferência de fármacos (PLAGEMANN, 1999).  
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2 OBJETIVOS 
 
O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da 
suplementação com óleo de peixe sobre a instalação do quadro de obesidade 
e possíveis alterações morfológicas no hipotálamo de ratos Wistar submetidos 
ao protocolo da programação metabólica por redução de ninhada. Para 
alcançar estes objetivos serão avaliados os seguintes parâmetros. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
I. Avaliação da evolução da massa corporal e do índice de 
obesidade em ratos pelo calculo do Índice de Lee (IL); 
II. Composição das proteínas totais do leite pelo método de 
Bradford; 
III. Composição do perfil lipídico do leite por cromatografia líquida de 
alta eficiência (HPLC); 
IV. Avaliação do consumo alimentar; 
V. Avaliação do peso das gorduras viscerais: mesentérica, 
retroperitoneal e perigonadal; 
VI. Avaliação dos parâmetros séricos em jejum: Triglicérides, 
glicemia e colesterol total por kit enzimático; 
VII. Composição do perfil lipídico do plasma em jejum através da 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC);  
VIII. Quantificação neuronal dos núcleos hipotalâmicos: arqueado, 
área hipotalâmica lateral e paraventricular utilizando-se de 
técnicas de microscopia de luz e análise estereológica; 
IX. Determinação do perfil lipídico do córtex cerebral por meio de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 COMITÊ DE ÉTICA 
 
O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal do Setor de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Paraná, conforme certificado nº 951 (ANEXO 1). 
 
 
3.2 OBTENÇÃO DOS ANIMAIS 
 
Para obtenção dos animais foram utilizados ratos machos da linhagem 
Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), obtidos a partir do acasalamento de 
fêmeas nulíparas (90 dias) com machos adultos (90 dias). O acasalamento foi 
desenvolvido pela acomodação dos animais na proporção de 3 fêmeas para 1 
macho, e mantidos juntos por cerca de 14 dias. Após a confirmação da prenhez 
as fêmeas foram separadas em caixas individuais. Para estabelecimento dos 
grupos experimentais, foram selecionadas apenas as ninhadas com 9 a 12 
filhotes, buscando evitar discrepâncias no peso inicial, devido a variações no 
tamanho dos indivíduos. 
Os animais foram mantidos no Biotério do Setor de Ciências Biológicas 
da Universidade Federal do Paraná, sob condições controlada de luminosidade 
(ciclos invertidos 12 h claro-escuro), temperatura controlada (22±2°C) e livre 
acesso à água e ração até a idade de 60 dias quando foram ortotanasiados e 
coletados as amostras. 
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3.3 INDUÇÃO DA OBESIDADE POR REDUÇÃO DE NINHADA 
 
A obesidade foi induzida pelo método de redução de ninhada 
(PLAGEMANN et al., 1999). Após o nascimento dos filhotes, todas as ninhadas 
tiveram seu número de filhotes ajustado para 10 indivíduos, machos ou 
fêmeas, sempre priorizando a escolha de filhotes machos. No terceiro dia pós-
natal, foi procedido um segundo ajuste de filhotes, onde as ninhadas controle 
foram mantidas com 10 filhotes até o desmame e as ninhadas experimentais 
foram reduzidas à apenas 3 filhotes por ninhada até o desmame (Figura 2).O 
desmame ocorreu no 21º dia pós-natal. 
 
 
FIGURA 1 - DESENHO EXPERIMENTAL EM DIAS. FONTE: DO AUTOR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dias 
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3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
Foram estabelecidos quatro grupos experimentais conforme descrito a 
seguir: 
I. Grupo Controle (CON): Constituído por animais obtidos das proles 
que permaneceram com 10 filhotes por ninhada e alimentados com 
ração para ratos (Nuvilab CR1 – Nuvital nutrientes S/A).  
II. Grupo Controle Suplementado (CONS): Constituído por animais 
obtidos das proles que permaneceram com 10 filhotes por ninhada e 
alimentados com ração para ratos (Nuvilab CR1 – Nuvital nutrientes 
S/A) e suplementados com 1g/kg/dia de óleo de peixe. 
III. Grupo Obeso (OB): Constituído por animais de ninhadas reduzidas a 
3 animais por ninhada e alimentados com ração para ratos (Nuvilab 
CR1 – Nuvital nutrientes S/A).  
IV. Grupo Obeso Suplementado (OBS): Constituído por animais de 
ninhadas reduzidas a 3 animais por ninhada e alimentados com 
ração para ratos (Nuvilab CR1 – Nuvital nutrientes S/A) e 
suplementados com 1g/kg/dia de óleo de peixe. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      OBS 
 
 
CONTROLE 
(10 filhotes) 
OBESO 
 (3 filhotes) 
 
AJUSTE 
PADRÃO      
(10 filhotes) 
  OB 
CONS 
CON  
FIGURA 2 - ILUSTRAÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS: CONTROLE (CON), 
CONTROLE SUPLEMENTADO (CONS), OBESO (OB) E OBESO SUPLEMENTADO (OBS). 
FONTE: HABBOUT et al., 2013 – ADAPTADO. 
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3.5 ORDENHA DO LEITE 
 
Após o termino do período de lactação, durante a manhã do dia do 
desmame as ratas progenitoras foram separadas de suas ninhadas. Desta 
forma, em um intervalo de no mínimo 4 horas depois, um novo leite 
encontrava-se disponível para a ordenha nas glândulas mamárias. Para isso, 
as ratas foram anestesiadas intramuscularmente pela injeção de xilasina (0,2 
mg/g) e quetamina (0,5 mg/g). Para facilitar a ordenha do leite também foi 
administrada uma dose intraperitoneal de 5 µl/kg de peso da rata de ocitocina 
sintética (Forte UCB - 10µl/1ml) para estimular a liberação do leite. Em seguida 
do efeito da ocitocina foi iniciada ordenha manual para coleta do leite. Todas as 
amostras de leite foram coletadas em microtubos e congeladas a -20° C. 
 
 
3.6 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS DO LEITE 
 
Para quantificar as proteínas totais presentes no leite foi realizada a 
análise pelo método de Bradford (1976), em duplicata. Nesta técnica utilizou-se 
o corante de Coomassie brilliant blue.  E para leitura dos dados foi utilizado o 
leitor de Elisa, Biotek ELX 800, em absorbancia de 595 nm. 
 
 
3.7 SUPLEMENTAÇÃO 
 
A suplementação oral foi realizada diariamente com 1g/kg/dia de óleo de 
peixe, com o auxilio de uma pipeta de volume ajustável. Os animais foram 
suplementados desde o desmame, 21 dias, até a idade de 60 dias, quando 
foram ortotanasiados e obtidas às amostras experimentais. As cápsulas de 
óleo de peixe que foram gentilmente doadas pela Naturalis Nutrição & Farma 
Ltda, e continham cada uma, 180 mg de EPA, 120 mg de DHA. 
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3.8 EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL 
 
A evolução da massa corporal durante o período de lactação foi avaliada 
semanalmente com 7, 14 e 21 dias de idade dos filhotes. Após o desmame a 
massa corporal foi avaliada semanalmente, três vezes por semana em balança 
digital (GEHAKA, 350), até a idade de 60 dias.  
 
 
3.9 AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE RAÇÃO 
 
O consumo de ração foi avaliado três vezes por semana, dos 22 aos 60 
dias de idade, baseado pela subtração entre a ração ofertada e sua sobra por 
caixa. Os dados foram expressos como g/100 g de peso corporal. 
 
 
3.10 AVALIAÇÃO DA OBESIDADE  
 
3.10.1 Índice de Lee (IL) 
 
A obesidade foi avaliada pelo calculo do Índice de Lee, aos 21 e aos 60 
dias de idade. O índice de Lee é calculado a partir da relação entre massa 
corporal e comprimento naso-anal (CNA) (BERNARDIS & PATTERSON, 1968) 
pelo emprego da fórmula: 
 
   IL= √              
 
/CNA. 
 
 
3.10.2 Peso das gorduras abdominais viscerais 
 
A instalação do quadro obeso também foi avaliado pela dissecação 
seguida da pesagem das gorduras viscerais (mesentérica, retroperitoneal e 
perigonadal) da cavidade abdominal, expressos em g/100 g do peso corporal. 
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3.11 ANÁLISE BIOQUÍMICA DO PLASMA 
 
Após a decapitação dos animais em jejum de 12 horas, o sangue total foi 
coletado em tubos falcon heparinizados, sendo em seguida centrifugados em 
3000 rpm durante 7 minutos para a separação do plasma. Em sequencia foi 
coletado o plasma e armazenado em microtubos e congelados à -20°C. As 
amostras foram submetidas às analises de glicose, triglicérides e colesterol 
totais, por método enzimático usando Kit comercial (Vida biotecnologia). A 
leitura da absorbância foi realizada em espctrofotômetro (Infinite® 200 Pro 
series TECAN) a 500 nm, e os resultados foram expressos em mg/dL. 
 
3.12 PERFIL LIPÍDICO E CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 
 
O perfil lipídico do tecido cerebral (0,015 g), plasma (100 µl) e leite (50 
µl) dos animais, foi determinado por cromatografia líquida de alta performance 
(High Performance Liquid Chromatrography- HPLC).  
Extração dos lipídeos das amostras foi efetuada de acordo com o 
método descrito por Folch et al., 1957. Os tecidos cerebrais, plasma e as 
amostras de leite das progenitoras foram homogeneizados em 1,33 ml de 
clorofórmio: metanol (2:1 v/v). Ao sobrenadante resultante da homogeneização 
adicionou-se 0,24 ml de metanol para precipitação de proteínas. As amostras 
depois de homogeneizadas, foram centrifugadas durante 10 minutos a 2500 
rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. A fase superior (hidrometanólica) 
foi transferida para outro tubo de ensaio e adicinou-se 0,48 ml de cloroformio e 
0,41 ml de água, para formação de emulsão. Após a formação espontânea de 
sistema bifásico, cada amostra foi adicionado 1 ml da solução de Folch 
(clorofórmio:metanol:água, 3:48:47 v/v) para eluição da fração hidrometanólica. 
Os extratos lipídicos foram submetidos á secagem em fluxo de nitrogênio 
gasoso, em banho-maria a 37° C. 
Após secagem, as amostras contendo os lipídios foram saponificadas, 
processo onde separou-se apenas os ácidos graxos dos lipídeos totais. À cada 
amostra submetida ao fluxo de nitrogênio, foram acrescentados 0,1 ml de 
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metanol e saponificadas com 2 ml de solução alcalina em metanol (1 mol/L de 
hidróxido de sódio em metanol a 90 %) sendo então incubadas em banho-
maria a 37° C, sob agitação por 2 horas (NISHIYAMA-NARUKE et al., 1998). 
Após incubação as amostras foram resfriadas em banho de gelo e a solução 
alcalina foi acidificada até atingir pH 3.0 pela adição de ácido clorídrico 1 mol/L. 
Os ácidos graxos contidos nesta solução foram extraídos pela adição1 ml de 
hexano, em três repetições.  A fração obtida das extrações foi evaporadas em 
fluxo de nitrogênio gasoso. Após secagem, amostras foram acondicionadas à -
20º C, protegidas da luz, até a derivatização e posterior análise por HPLC. Para 
detecção em cromatógrafo líquido alta precisão (HPLC), os ácidos graxos 
foram ressuspendidos em acetonitrila e derivatizados usando Bromometil-
Metóxi-Coumarin (BMMC) (1 mg/ml), a 60° C por 15 minutos (ABUSHUFA et 
al., 1994). Após a incubação, estas foram diluídas em igual volume de 
acetonitrila e transferidas para vials de injeção, onde foram mantidas a 10° C 
até o momento da injeção no HPLC. 
Para a análise dos ácidos graxos derivatizados através do detector de 
fluorescência, foram realizadas injeções no volume de 100 µl de cada amostra. 
Os ácidos graxos foram injetados em cromatógrafo líquido Varian Pró-Star e 
separados em coluna de sílica C8, com partícula interna de 5 µm de poro de 
saída de 100 Ǻ.  A eluição aconteceu pela injeção de fase móvel, em gradiente 
isocrático de acetonitrila e água (77/23 - v/v). Uma vez eluídos, os ácidos 
graxos foram detectados através de detector de fluorescência, com excitação 
em 325 nm e excitação 398 nm. 
A incorporação lipídica foi estimada através da diferença entre os 
percentuais de cada ácido graxo, quando comparados com o percentual no 
grupo controle. 
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3.13 MICROSCOPIA DE LUZ 
 
Para obtenção das amostras para microscopia de luz, os animais foram 
profundamente anestesiados pelo uso de tiopental (200mg/kg, i.p.) e 
submetidos à perfusão transcardíaca com solução salina 0,9 %, seguida de 
paraformaldeído (PFA) a 4 %, em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4. Os encéfalos 
foram pós-fixados em alfac por 24 horas, em seguida foram transferidos para 
solução de álcool 70 %. A desidratação das amostras ocorreu em série 
crescente de álcool, diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Para 
correta localização da região do hipotálamo e os respectivos núcleos 
hipotalâmicos (Figura 3), foi utilizado o atlas The Rat Brain in Stereotaxic 
Coordinates (PAXINOS, G. & WATSON, C., 2004). Os cortes histológicos 
foram obtidos com espessura de 7 µm por meio de um micrótomo E. LEITZ 
GMBH R.. A cada corte coletado o próximo era descartado. Em seguida, as 
lâminas histológicas foram montadas com auxílio de uma placa aquecedora 
Quimis, modelo Q.31.3.21. 
 
FIGURA 3 - ANATOMIA DA FORMAÇÃO HIPOTALÂMICA E SEUS NÚCLEOS: LHA 
(AMARELO), PV (VERMELHO) E ARC (VERDE). FONTE: ATLAS THE RAT BRAIN IN 
STEREOTAXIC COORDINATES (PAXINOS, G. & WATSON, C., 2004). 
 
3.14  COLORAÇÃO DE NISSL 
 
A coloração em cresil violeta (0,5 % em 3 % de ácido acético) ocorreu a 
37 °C por tempo suficiente para evidenciar os corpos celulares e a 
evidenciação da coloração ocorreu pela incubação em etanol-ácido acético (95 
% -5 % v/v) até que a intensidade de coloração desejada fosse alcançada. As 
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lâminas foram desidratadas em séries crescentes de álcool, incubadas em xilol 
e montadas em Entellan®. 
 
 
3.15 ANÁLISE ESTEREOLÓGICA 
 
Para a contagem estereológica dos corpos celulares dos neurônios dos 
núcleos hipotalâmicos arqueado, paraventricular e área hipotalâmica lateral, foi 
utilizado o princípio do dissector físico (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). Este 
sistema impõe a aplicação de uma moldura formada por uma linha proibida 
(linha contínua) e por uma linha permitida (linha pontilhada). Foram contados 
apenas os corpos celulares dos neurônios do plano superior que se 
encontravam dentro da moldura ou tocando a sua linha permitida, desde que 
não passasse pela linha proibida. 
Foram determinados os seguintes parâmetros estereológicos dos corpos 
celulares dos neurônios dos núcleos hipotalâmicos: Densidade por Área (Na) e 
Densidade Numérica (Nv). Todas as lâminas preparadas com a técnica 
histoquímica Nissl foram foto documentadas por meio do scanner de lâminas. 
As imagens foram obtidas utilizado o microscópio AxioImager Z2 (Carl Zeiss, 
Jena, DE), equipado com software de captura automatizada Metafer 4/VSlide 
(Metasystems, Altlussheim, DE). Todas as imagens foram analisadas por meio 
do Programa VSViewer com aumento de 80 vezes. Com o auxílio do software 
de desenho AutoCAD versão 2014 da Autodesk inseriram-se as imagens e 
desenhou-se sobre as mesmas o dissector físico de 40000 µm² (200 µm x 200 
µm) e na sequência foi desenhado e aplicado um marcador circular para 
quantificar o número de neurônios (Figura 4). Assim foi aplicado para cada 
núcleo hipotalâmico estudado, em ambos os lados direito e esquerdo e em 
cada corte histológico analisado para então a partir deste se obter a análise 
dos parâmetros estereológicos, a Densidade por área (Na) e Densidade 
Numérica (Nv) dos corpos celulares dos neurônios. 
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Para obtenção dos parâmetros tridimensionais dos núcleos 
hipotalâmicos (arqueado, paraventricular e área hipotalâmica lateral) foram 
aplicadas as seguintes fórmulas:  
 
Densidade por Área (Na) 
 
Na= N / At 
Na= Número de perfis celulares observados na área-teste 
At 
 
Densidade Numérica (Nv)  
 
Nv= ΣQ / Vol[dissector] 
Nv= Número total de neurônios de cada animal por núcleo 
Volume [dissector] 
 
Volume [dissector] = e . At 
 
 
FIGURA 4 - IMAGEM HISTOLÓGICA DO NÚCLEO PV COM O DISSECTOR FÍSICO 
(VERMELHO) E O MARCADOR (AMARELO). AMBOS INSERIDOS PELO SOFTWARE DE 
DESENHO AUTOCAD. FONTE: DO AUTOR. 
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e: Espessura do micrômetro (7 µm x 3 cortes = 21). 
At: Área-teste do plano superior (200 µm x 200 µm = 40.000). 
ΣQ: Somatória do número de perfis celulares de cada animal por núcleo. 
N: Número de perfis celulares observados na área-teste do dissector. 
 
 
3.16 ANALISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média mais Erro Padrão da Média, 
submetidos ao teste ―t‖ de Student ou ANOVA, conforme indicado. Diferenças 
entre os grupos foram consideradas estatisticamente significantes para p<0,05. 
Para composição dos gráficos e tratamento estatístico dos resultados, foi 
utilizado o software Prisma GraphPad versão 6.0 (Graphpad Software, San 
Diego, Califórnia, EUA.). 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 EVOLUÇÃO DO PESO CORPORAL DURANTE A LACTAÇÃO E 
COMPOSIÇÃO DO LEITE 
 
Os dados apresentados foram divididos em duas fases: Período de 
lactação e a caracterização da programação metabólica por redução de 
ninhada, e na sequência, a evolução do peso corporal ao longo do experimento 
e efeito da suplementação sobre esta variável. Os dados foram mensurados ao 
logo das diferentes fases do crescimento do animal, desde 7 até 60 dias de 
idade. 
 
4.1.1 Evolução do peso dos filhotes no período de lactação 
 
O período de lactação em ratos acontece até o 21º dia de vida do filhote. 
Por esta razão foi mensurado a evolução do ganho da massa corporal nos 
períodos de 7, 14 e 21 dias de idade. A partir das mensurações no 21º dia de 
idade, calculou-se o IL.  
Durante o período lactacional, o ganho da massa corpórea dos animais 
controles e obesos por redução de ninhada mostrou-se significativamente 
diferente desde o sétimo dia, conforme demostra a figura 5 A. O ganho da 
massa corporal nos filhotes do grupo OB foi 21,09 % maior, em relação aos 
filhotes do grupo CON. Essa diferença persistiu e seguiu aumentando durante 
todo o período lactacional. As figuras 5 B e 5 C representam a evolução do 
peso corporal no 14° e 21° dia de lactação,  com aumento de 33,23 % e 25,82 
% respectivamente em relação aos animais CON. O IL das ninhadas no 21º dia 
de vida (desmame) é representado pela figura 5 D. Ratos OB apresentaram IL 
maior em 2,45 % comparados aos ratos CON (p<0,05). 
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FIGURA 5 - CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE OBESIDADE DURANTE O PERÍODO 
LACTACIONAL. FIGURAS REPRESENTAM GANHO DE MASSA CORPORAL DA NINHADA 
AOS 7 DIAS ( FIG. 5 A) AOS 14 DIAS ( FIG. 5 B) E AOS 21 DIAS ( FIG. 5 C). FIGURA 5 D 
REPRESENTA O IL AOS 21 DIAS. DADOS REPRESENTAM A MÉDIA ± EPM (N=45-60) 
a 
p<0,05 vs. CON. 
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4.1.2 Composição do leite  
 
Na avaliação da composição do leite, buscamos identificar alterações 
protéicas e lipídicas decorrentes da redução de ninhada. A figura 6 mostra a 
quantificação de proteínas nas amostras de leite, onde o leite de ratas 
progenitoras dos grupos OB apresentou aumento de 27,41 % na concentração 
de proteínas totais quando comparado ao leite de ratas progenitoras dos 
grupos CON (p<0,05). 
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FIGURA 6 - AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS TOTAIS DO LEITE DE RATAS PROGENITORAS. 
OS DADOS REPRESENTAM A MÉDIA ± EPM PARA 10 ANIMAIS. 
a 
p <0,05 vs. CON. 
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O perfil lipídico do leite foi determinado por HPLC e demonstrou que a 
redução de ninhada provocou alterações na constituição de ácidos graxos. As 
analises permitiram identificar aumento no percentual dos ácidos graxos: 
linoléico presente em concentração 17,29 % maior, oleico com o percentual de 
71,40 % maior e esteárico com 94,88 % a mais no leite das ratas que alimentou 
o grupo obeso quando comprado ao leite do grupo controle. Os ácidos graxos 
mirístico e EPA tiveram redução do percentual no leite do grupo obeso, de - 
36,20 % e - 64,42 % respectivamente, quando comparados ao controle. Os 
percentuais dos demais ácidos graxos encontrados no leite estão apresentados 
na tabela 1. 
 
TABELA 1 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DE LEITE 
OBTIDAS DE RATAS PROGENITORAS CONTROLE E OBESO. OS DADOS REPRESENTAM 
AS MÉDIAS ± EPM. 
LEITE 
ÁCIDO GRAXO 
CON 
(n=6) 
OB 
(n=15) 
Láurico (12:0) 21,35±2,23 20,04±1,35 
Linoléico (18:2 n-6) 28,05±2,23 32,90±0,87
a
 
Mirístico (14:0) 13,23±1,55 8,440±0,91
a
 
Oléico (18:1 n-9) 11,05±1,41 18,94±0,97
a
 
Palmítico (16:0) 19,38±1,98 16,68±0,57 
EPA (20:5 n-3) 1,203±0,22 0,428±0,091
a
 
α-linolénico (18:3 n-3) 2,30±0,26 2,239±0,20 
Araquidônico (20:4 n-6) 1,59±0,15 1,755±0,18 
Esteárico (18:0) 1,348±0,27 2,627±0,26
a
 
Razão n6:n3 8,47 13,03 
a: p< 0,05 quando comparado ao grupo CON. 
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4.2 EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL ASSOCIADA AO CONSUMO 
ALIMENTAR E EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO  
 
Os dados apresentados demonstram o efeito da redução do número de 
filhotes por ninhada após o termino do período de lactação, a partir do 22º dia 
de idade até os 60 dias de idade. Assegurando que os animais dos grupos OB 
e OBS estão metabolicamente ―imprintados‖ quando comparados aos animais 
dos grupos CON e CONS. Os dados seguirão a ordem de apresentação: CON 
versus OB, OB versus OBS e CON versus CONS.  
Conforme os dados apresentados na figura 7 A, o IL apresentou aumento 
de 2,59 % do grupo OB em relação ao CON. A evolução da massa corporal até 
os 60 dias de idade no grupo OB foi 19,07 % maior que o CON, demonstrado 
na figura 7 B e o consumo alimentar mensurado nos grupos CON&CONS e 
OB&OBS, está apresentado na figura 7 C.  
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FIGURA 7 - EVOLUÇÃO DA MASSA CORPORAL E O CONSUMO ALIMENTAR ASSOCIADO 
À PROGRAMAÇÃO METABÓLICA E AO EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO COM O ÓLEO DE 
PEIXE. AVALIAÇÃO DO IL AOS 60 DIAS (FIG. 7 A) E EVOLUÇÃO DO PESO CORPORAL 
DOS 22 AOS 60 DIAS DE IDADE (FIG. 7 B).  CONSUMO ALIMENTAR DE RAÇÃO AO 
LONGO DO PERÍODO EXPERIMENTAL (FIG. 7 C). OS DADOS REPRESENTAM A MÉDIA ± 
EPM, PARA 25 ANIMAIS. 
a 
 p<0,05 vs. CON. 
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4.3 ALTERAÇÕES DOS PARÂMETROS BIOMÉTRICOS E BIOQUÍMICOS 
DECORRENTES DA OBESIDADE E EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO 
 
A instalação do quadro de obesidade, induzido por meio do modelo da 
programação metabólica foi observada desde o período de lactação e ao longo 
do crescimento do animal até os 60 dias de idade, relatados em dados 
anteriores. Os dados obtidos da mensuração dos panículos adiposos apontam 
aumento do depósito de gorduras. Também foram encontradas alterações em 
parâmetros biométricos dos animais de ninhada reduzida sugerindo a 
instalação do quadro de obesidade (Figura 8). O aumento dos depósitos de 
gorduras pode ser observado no tecido adiposo retroperitoneal com acúmulo 
49,19 % maior no grupo OB em relação ao grupo CON. A suplementação com 
óleo de peixe foi capaz de reduzir em - 24,39 % o acúmulo de gordura no grupo 
OBS quando comparado ao grupo OB, como demonstrado na figura 8 A. 
Quanto ao depósito de gordura mesentérica houve aumento de 33,01 % no 
grupo OB em comparação ao CON e - 13,61 % no grupo OBS quando 
comparado ao grupo OB (figura 8 B). A gordura perigonadal, figura 8 C, 
apresentou um aumento de 35,50 % no grupo OB. A massa de outros órgãos 
também foi avaliada: a gordura marrom (figura 8 D), fígado (figura 8 E) e 
coração (figura 8 F), mas estes não apresentaram diferenças estatísticas entre 
os grupos. 
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FIGURA 8 - EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO EM ANIMAIS OBESOS. AVALIAÇÃO DE 
PARÂMETROS BIOMÉTRICOS AOS 60 DIAS DE: GORDURAS RETROPERITONIAL (FIG. 8 
A), MESENTÉRICA (FIG. 8 B), PERIGONADAL (FIG. 8 C) E MARROM (FIG. 8 D), DO 
FÍGADO (FIG. 8 E) E CORAÇÃO (FIG. 8 F). OS DADOS REPRESENTAM A MÉDIA ± EPM 
PARA 20 ANIMAIS. 
a
 p<0,05 vs. CON ; 
b
 p<0,05 vs. OB. 
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Dentre as análises séricas, foi possível identificar que os valores basais 
de glicose e colesterol total não sofreram alterações nos grupos estudados, 
seja em função da programação metabólica ou da suplementação com óleo de 
peixe (figuras 9 B e 9 C). 
De maneira distinta a analise de triacilgliceróis e no perfil de ácidos 
graxos circulantes, onde significativas alterações foram encontradas. As 
concentrações séricas de triacilgliceróis, após jejum de 12 horas, apresentaram 
aumento de 56,4 % em animais OB quando comparados aos animais CON, 
figura 9 A. As comparações entre os grupos OB e OBS não foram 
significativamente diferentes. 
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FIGURA 9 - EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO SOBRE PARÂMETROS SÉRICOS EM ANIMAIS 
OBESOS AOS 60 DIAS. CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE TRIGLICÉRIDES (FIG. 9 A), 
PERFIL GLICÊMICO (FIG. 9 B), CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE COLESTROIS TOTAIS 
(FIG. 9 C). OS DADOS REPRESENTAM MÉDIA ± EPM PARA 20 ANIMAIS. 
a
 p<0,05 vs. CON.  
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4.4 COMPOSIÇÃO LIPÍDICA DO PLASMA  
 
A tabela 2 apresenta o perfil de ácidos graxos plasmáticos dos diferentes 
grupos, detectados através de HPLC. As porcentagens de DHA nas amostras 
de plasma do grupo CONS estavam 40,36 % maior que o CON e no grupo 
OBS 118,16 % maior que o grupo OB. Mas quando comparamos o grupo OB e 
CON, o grupo OB mostrou uma diminuição de – 28,65 % de DHA.  Para as 
porcentagens de EPA, a suplementação no grupo CONS mostrou um aumento 
de 245,79 % quando comparado ao CON e o grupo OBS mostrou com a 
suplementação um aumento de 161,68 % de EPA quando comparado ao grupo 
CON (Tabela 2). 
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TABELA 2 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DE PLASMA 
DOS RATOS DOS GRUPOS CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO 
SUPLEMENTADO. OS DADOS SÃO EXPRESSOS EM MÉDIA ± EPM. 
 
PLASMA 
 
ÁCIDO GRAXO CON 
(n=5) 
CONS  
(n=5) 
OB 
(n=5) 
OBS 
(n=5) 
Araquidônico (20:4 n-6) 27,28 ± 2,13 22,59 ± 0,85 26,69 ± 1,36 25,10 ± 1,79 
 
DHA (22:6 n-3) 2,40 ± 0,15 3,38 ± 0,48
a
 
 
1,71 ± 0,24
c
 3,74 ± 0,93
b
 
 
Esteárico (18:0) 
 
10,14 ± 0,47 
 
10,44 ± 0,75 
 
9,07 ± 0,56 
 
9,27 ± 0,79 
 
Láurico (12:0) 
 
6,74 ± 0,74 
 
5,14 ± 0,42 
 
6,40 ± 0,86 
 
6,22 ± 0,34 
 
Linoléico (18:2 n-6) 
 
24,13 ± 1,23 
 
24,93± 1,85 
 
25,14 ± 1,34 
 
24,52 ± 1,48 
 
Oléico (18:1 n-9) 
 
7,21 ± 0,44 
 
7,96± 0,29 
 
8,61 ± 0,49 
 
8,00 ± 0,39 
 
Palmítico (16:0) 
 
20,60 ± 1,51 
 
22,48 ± 1,00 
 
20,58 ± 0,88 
 
20,85 ± 1,05 
 
α-linolénico (18:3 n-3) 
 
0,86 ± 0,24 
 
0,57 ± 0,07 
 
0,61 ± 0,10 
 
0,45 ± 0,11 
 
Mirístico (14:0) 
 
0,84 ± 0,14 
 
1,11 ± 0,14 
 
1,24 ± 0,28 0,96 ± 0,16 
 
EPA (20:5 n-3) 
 
0,53 ± 0,02 1,85 ± 0,17
a
 
 
ND 
 
1,40 ± 0,05
a
 
 
Razão n-6:n-3 
 
13,56 8,19 22,34 8,87 
a: p< 0,05 quando comparado ao Controle; b: p<0,05 quando comparado ao grupo OB; c:p 
<0,05 quando comparado ao Controle. ND: não detectado. 
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4.5 AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES HIPOTALÂMICAS 
 
4.5.1 Analise estereológica dos núcleos hipotalâmicos: área hipotalâmica 
lateral, arqueado e paraventricular 
 
As análises dos núcleos hipotalâmicos elencados como prováveis 
participantes das alterações metabólicas decorrentes do quadro de 
obesidades, encontram-se destacados na figura 10. Para avaliar eventuais 
efeitos da programação metabólica e da suplementação sobre estes núcleos, 
foi avaliada a densidade neuronal (Na) por área do dissector e a densidade 
neuronal numérica (Nv) no volume total do núcleo em avaliação.  
 
  
FIGURA 10 - IMAGEM HISTOLÓGICA DA ÁREA HIPOTALÂMICA.DOS GRUPOS 
EXPERIMENTAIS. OS CORTES FORAM OBTIDOS A 7 µM DE ESPESSURA E CORADOS 
EM CRESIL VIOLETA. AS SETAS NAS IMAGENS MOSTRAM OS NÚCLEOS 1 (PV), 2 (LHA) 
E 3 (ARC). A ESQUERDA ESTÁ EM DESTAQUE CADA NÚCLEO AVALIADO. AS IMAGENS 
FORAM CAPTADAS PELO PROGRAMA VSVIEWER. 
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4.5.2 Densidade por área (Na) 
 
A densidade neuronal por área, dos núcleos elencados está apresentada 
na tabela 3. Apesar dos claros efeitos metabólicos decorrentes da 
programação metabólica, não foram identificadas alterações significativas na 
densidade neuronal por área em nenhum dos grupos experimentais. 
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TABELA 3 - DENSIDADE POR ÁREA (NA) DOS NÚCLEOS HIPOTALÂMICOS DE RATOS 
CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO SUPLEMENTADO. OS 
DADOS REPRESENTAM AS MÉDIAS ± EPM. 
 
 
 
NÚCLEO 
GRUPO 
(n=5) 
 
Na µm² 
 
Direito 
 
 
Esquerdo 
LHA 
CON 
 
0,001842 ± 5,338E-5 
 
0,001843 ± 0,0001229 
 
CONS 
 
0,001713 ± 0,0001098 
 
0,001727 ± 7,843 E-5 
 
OB 
 
0,001897 ± 0,000112 
 
0,001858 ± 0,0001362 
 
OBS 
 
0,001793 ± 5,496E-5 
 
0,001765 ± 8,649E-5 
 
ARC 
CON 
 
0,001977 ± 0,0001253 
 
0,002002 ± 0,0001481 
 
CONS 
 
0,002147 ± 0,0001341 
 
0,002168 ± 0,0001340 
 
OB 
 
0,002303 ± 0,0001888 
 
0,002347 ± 0,0001734 
 
OBS 
 
0,002475 ± 0,0001225 
 
0,002483 ± 0,0001499 
 
PV 
CON 
 
0,001867 ± 0,0001326 
 
0,001763 ± 0,0001267 
 
CONS 
 
0,001958 ± 9,767E-5 
 
0,00201 ± 0,0001533 
OB 
 
0,001857 ± 0,0001350 
 
0,0018 ± 9,313E-5 
 
OBS 
 
0,002005 ± 0,0001019 
 
0,001893 ±7,506E-5 
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4.5.3 Densidade numérica (Nv) 
 
De forma semelhante ao que foi identificado na avaliação da densidade 
por área, na densidade numérica também não foi possível identificar alterações 
nos grupos estudados. Os valores da analise de densidade numérica 
encontram-se apresentados na tabela 4. 
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TABELA 4 - DENSIDADE NUMÉRICA (NV) DOS NÚCLEOS HIPOTALÂMICOS DE RATOS 
CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, OBESO E OBESO SUPLEMENTO. OS DADOS 
REPRESENTAM AS MÉDIAS ± EPM. 
 
 
 
NÚCLEO 
GRUPO 
(n=5) 
 
NV µm³ 
 
 
DIREITO 
 
 
ESQUERDO 
LHA 
CON 
 
0,0002631 ± 1,157E-5 
 
0,0002633 ± 3,048E-5 
 
CONS 
 
0,0002448 ± 2,659E-5 
 
0,0002467 ± 1,578E-5 
 
OB 
 
0,0002709 ± 2,711E-5 
 
0,0002655 ± 3,478E-5 
 
OBS 
 
0,0002562 ± 8,348E-6 
 
0,0002522 ± 2,023E-5 
 
ARC 
CON 
 
0,0002824 ± 3,011E-5 
 
0,0002859 ± 3,726E-5 
 
CONS 
 
0,0003067 ± 3,264E-5 
 
0,0003098 ± 3,236E-5 
 
OB 
 
0,0003291 ± 4,674E-5 
 
0,0003353 ± 4,200E-5 
 
OBS 
 
0,0003536 ± 2,343E-5 
 
0,0003548 ± 3,876E-5 
 
PV 
CON 
 
0,0002667 ± 3,232E-5 
 
0,0002519 ± 3,047E-5 
 
CONS 
 
0,0002798 ± 2,400E-5 
 
0,0002871 ± 3,678E-5 
 
OB 
 
0,0002652 ± 3,453E-5 
 
0,0002571 ± 2,404E-5 
 
OBS 
 
0,0002864 ± 1,681E-5 
 
0,0002705 ± 1,551E-5 
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4.5.4 Concentração de ácidos graxos no córtex cerebral 
 
As concentrações de ácidos graxos no córtex cerebral não apresentaram 
diferenças estatísticas entre os grupos. Os percentuais dos ácidos graxos 
encontrados no córtex cerebral dos ratos estão representados na tabela 6. 
 
TABELA 5 - CONCENTRAÇÃO DE ÁCIDOS GRAXOS (%) NAS AMOSTRAS DO CÓRTEX 
CEREBRAL DOS RATOS DOS GRUPOS CONTROLE, CONTROLE SUPLEMENTADO, 
OBESO E OBESO SUPLEMENTADO. OS DADOS SÃO EXPRESSOS EM MÉDIA ± EPM. 
 
CÓRTEX CEREBRAL 
 
ÁCIDO GRAXO CON 
(n=5) 
CONS 
(n=5) 
OB 
(n=5) 
OBS 
(n=5) 
Araquidônico (20:4 n-6) 
 
14,90 ± 0,39 
 
14,26 ± 0,17 
 
14,88 ± 0,42 
 
14,95 ± 0,32 
 
DHA (22:6 n-3) 
21,73 ± 0,95 
 
22,17 ± 1,56 
 
22,76 ± 1,40 
 
22,92 ± 1,34 
 
Esteárico (18:0) 
 
15,33 ± 0,62 
 
15,64 ± 0,36 
 
14,87 ± 0,51 
 
15,92 ± 0,77 
Oléico (18:1 n-9) 
 
19,56 ± 1,03 
 
18,84 ± 1,00 
 
19,94 ± 0,80 
 
19,25 ± 0,46 
 
Palmítico (16:0) 
 
25,35 ± 0,49 
 
27,62 ± 1,45 
 
25,23 ± 0,59 
 
26,13 ± 1,01 
 
Linoléico(18:2 n-6) 
 
1,12 ± 0,12 1,14 ± 0,18 0,95 ± 0,17 ND 
Razão n6:n3 
 
0,73 0,69 0,69 0,65 
ND: não detectado. 
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5 DISCUSSÃO 
 
Neste trabalho investigamos a obesidade provocada pela redução do 
número de ninhada pelo modelo da programação metabólica. Neste modelo a 
obesidade é promovida pelo fornecimento de maior aporte de leite aos filhotes 
durante a lactação, significando maior disponibilidade energética, semelhante 
ao que ocorre em seres humanos. Considerando a evolução da massa corporal 
dos filhotes durante o período de lactação, nossos dados corroboram dados da 
literatura, evidenciando que a redução de ninhada após o 3° dia do nascimento 
é capaz de induzir sobrepeso dos filhotes (CUNHA, 2007; RODRIGUES et al., 
2009; NERY et al., 2011; RINALDI et al., 2012). 
Na literatura diversos trabalhos reproduzem o quadro de instalação de 
obesidade em ratos por superalimentação, elevando o aporte energético 
(PLAGEMANN et al., 1992; SRINIVASAN, 2003; THOLE et al., 2012; 
HABBOUT et al., 2013). De maneira semelhante nossos resultados 
demostraram aumento significativo da massa corporal dos filhotes a partir do 7° 
dia de idade no grupo submetido à programação metabólica (RODRIGUES et 
al., 2007; FISCHER et al., 2015; CAI et al., 2016). A partir desta variável, os 
animais de ninhada reduzida, parecem ter alcançado estado de obesidade, 
uma vez que a partir do 7º dia de vida até o final do período de desmame o 
ganho de peso foi, em média, 26 % maior que o encontrado no grupo controle.  
Avaliamos o índice de Lee (IL), um preditor de obesidade, no intuito de 
se confirmar o estado de obesidade nos animais, o qual considera não apenas 
a massa corporal dos indivíduos, mas estabelece uma relação entre a massa e 
o comprimento naso-anal do filhote (BERNARDIS & PATTERSON, 1968). Desta 
forma, animais de maior tamanho para a idade, não são erroneamente 
identificados como obesos, criando resultados falso-positivos. Dados da 
literatura demonstram que abordagens experimentais semelhantes às 
empregadas neste estudo, identificam que indivíduos obesos apresentam 
aumento no IL aos 21 dias de vida (FISCHER, 2014). Em nossa abordagem, o 
IL ao desmame foi 2,45 % maior no grupo obeso quando comparado ao do 
grupo controle. 
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Desta forma, a lactação é um período crítico da maturação do SNC, no 
qual o animal consolida seu comportamento alimentar, em face da 
disponibilidade de alimento. É sabido que a lactação é um período estritamente 
crítico na vida do indivíduo, e durante essa etapa ainda ocorre o 
desenvolvimento e estabelecimento do SNC e do tecido adiposo 
(WATERLAND & GARZA, 1999; PATEL & SRINIVASAN, 2011). O sobrepeso 
alcançado durante o período lactacional (0 - 21 dias) pode ser explicado pela 
menor competição entre os filhotes pelo leite e, consequentemente, maior 
oferta deste leite aos animais de ninhadas reduzidas (MCMILLEN et al., 2005). 
Além disso, pode-se considerar que a imaturidade do controle da fome e 
saciedade regulada pelos circuitos hipotalâmicos, também poderiam participar 
deste cenário (PLAGEMAN et al., 1999). Durante o período de lactação, o leite 
é a única fonte energética a que o recém-nascido tem contato e sua 
composição foi adaptada ao longo da evolução para atender as necessidades 
nutricionais e energéticas para o desenvolvimento adequado dos filhotes 
(GUILLOTEAU et al., 2009; PATEL & SRINIVASAN, 2011). 
Até o terceiro dia de lactação a produção de leite pode ser ajustada de 
acordo com o número de filhotes da prole. Desta forma, a redução de ninhada 
neste período crítico garante maior aporte de leite aos filhotes, os quais estarão 
sujeitos à superalimentação, que como consequência favorecerá o ganho de 
peso ao longo da vida (PLAGEMAN et al., 1999). Considerando que o leite 
durante os primeiros 21 dias de vida do animal foi a única fonte de nutrientes, 
seguindo nesta linha de interesse, foi avaliado o teor proteico e a quantificação 
lipídica das amostras de leite dentre os grupos CON e OB, a fim de verificar se 
a redução das ninhadas provocou alterações na composição do leite. A análise 
de proteínas totais presentes no leite das ratas que foram submetidas à 
redução de ninhada mostrou um aumento no teor de proteínas de 
aproximadamente 27 %.  
Explorando os ácidos graxos presentes no leite, nosso trabalho mostra 
pela primeira vez que ocorreram alterações no perfil de ácidos graxos, com 
redução na quantidade de AGPI’s e significativo aumento na disponibilidade de 
ácidos graxos saturados, que classicamente são empregados na síntese de 
triacilglicerol (WATANABE et al., 2016). As quantidades do ácido graxo 
esteárico, um ácido graxo característico para o depósito de gorduras, foram 
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duas vezes maior nos animais obesos, e estavam acompanhados de uma 
redução de cerca de 36 % do ácido graxo mirístico. Embora ambos os ácidos 
sejam saturados, os animais acumulam preferencialmente o acido esteárico, 
desta forma a redução na concentração de mirístico, pode ser explicada pela 
alongação deste ácido graxo em ácido esteárico. Dos lipídios presentes no 
leite, os triacilgliceróis, são os principais componentes do leite presente na 
maioria dos mamíferos. Fornecem grande porcentagem de calorias e ácidos 
graxos necessários para o desenvolvimento neonatal (WATANABE et al., 
2016). Além do aumento na concentração de lipídios saturados, as 
concentrações de AGPI’s também sofreu interferência do processo da 
programação metabólica. O ácido graxo linoléico (18:2-n-6), apresentou 
aumento moderado de cerca de 17 % e o oleico (18:1-n-9), aumento na ordem 
de 71 %.  Em contrapartida, as concentrações de EPA (20:5-n-3) sofreram 
redução de 64 % no grupo OB em comparação aos encontrados no grupo 
controle. Estes dados em conjunto, sugerem que a redução de ninhada 
causada no grupo OB, provocou alterações na qualidade do leite produzido 
pelas progenitoras, de produzir um leite com maior concentração de moléculas 
calóricas. Este aumento poderia estar relacionado às mudanças no 
comportamento alimentar da progenitora, o que requer futuras investigações 
para se entender os mecanismos pelos quais a programação metabólica induz 
tais alterações nutricionais.  
Após o desmame, a evolução da massa corporal foi avaliada a partir do 
22º dia, três vezes por semana até aos 60 dias. Nossos resultados mostraram 
que nos grupos obesos (OB) e obesos suplementados (OBS), houve o 
aumento discreto de ganho de massa, sendo essa mais acentuada no grupo 
OB. Em outros trabalhos com o modelo da programação metabólica, é 
mencionado que o aumento do ganho de peso dos animais ―imprintados‖ se 
torna expressivo a partir dos 70 dias de vida do rato, com tendência 
progressiva durante a fase adulta do animal (RODRIGUES et al., 2009; 
FISCHER et al., 2015). Em nossos achados, verificamos que o ganho de peso 
do animal não foi devido à ingestão excessiva de alimento, pois a avaliação do 
consumo alimentar revelou a ausência de hiperfagia (XIAO et al., 2007; NERY 
et al., 2011; FISCHER et al., 2015), embora alguns autores relatem o modelo 
como hiperfágico (RODRIGUES et al., 2007; RINALDI et al., 2012). Desta 
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forma podemos sugerir que, uma vez que não houve hiperfagia, o ganho de 
peso encontrado neste trabalho decorreu do desbalanço metabólico provocado 
pela redução de ninhada do modelo. 
Alterações metabólicas são responsáveis pelo desencadeamento de 
diversas comorbidades associadas ao ganho de peso (WAJCHENBERG, 
2000). Este sobrepeso se caracteriza morfologicamente pelo aumento no 
tamanho e massa dos panículos adiposos. Em nosso trabalho, embora não 
tenha sido identificada hiperfagia, durante a dissecação dos animais foi 
encontrado maiores quantidades de tecido adiposo branco nos ratos do grupo 
OB. Desta forma, entre as gorduras viscerais avaliadas, a gordura 
retroperitoneal foi a que apresentou maior aumento, 49 %. Com menor impacto 
que os resultados obtidos da gordura retroperitoneal, também houve aumento 
da gordura mesentérica, 33 % e na gordura perigonadal, 35 % quando 
comparados aos animais controle. Os panículos retroperitoneal e mesentérico 
são os principais sítios de deposição de gorduras como fonte energética para 
períodos de privação alimentar. Os aumentos encontrados neste trabalho 
demonstram a eficiência do modelo da programação metabólica, no 
desencadeamento de quadro de obesidade (HOU et al., 2012; RINALDI et al., 
2012; FISCHER et al.,  2015). 
Sabemos que uma dieta desequilibrada com altas concentrações de 
ácidos graxos saturados caracteriza risco para desencadeamento de quadros 
de obesidade e síndrome metabólica, de processos inflamatórios e 
consequentemente de patologias relacionadas à ingestão carenciada de 
AGPI’s n-3 e n-6. Desta forma a busca por moléculas ou estratégias que 
permitam frear o avanço da obesidade ou minimizar os efeitos de 
comorbidades relacionadas, tem sido objeto de estudo de diversos grupos 
mundo afora. (HORROCKS & FAROOQUI, 2004; SIMOPOULOS, 2011; 
JUAREZ-LOPEZ et al., 2013; COLLINS et al., 2015). 
Nos últimos anos alguns autores tem buscado compreender como 
alterações na dieta podem ser refletidas em regulação do metabolismo e de 
comorbidades associadas ao ganho de peso (LEVIN, 2006; THOLE et al., 
2012). Em nossa abordagem experimental, o emprego de suplementação 
alimentar com óleo de peixe, representou fonte de AGPI’s e possibilidade de 
controle do ganho de peso (DA COSTA et al., 2015; ARNOLDUSSEN et al., 
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2016). Nossos resultados mostram que a suplementação com óleo de peixe 
provocou redução da massa dos tecidos mesentéricos e retroperitoneais, 
reduzindo ambos os depósitos no grupo OBS para valores próximos aos dos 
observados no grupo CON (DAI, et al.,2016) .   
Para confirmar que o aumento visível da massa dos panículos adiposos, 
estava correlacionado com um quadro de obesidade, calculou-se novamente o 
índice de Lee, aos 60 dias. Novamente foi identificado aumento de cerca de 2,5 
% no grupo OB, caracterizando que o modelo prosseguiu com quadro de 
obesidade ainda no rato jovem. Outros tecidos como gordura marrom, fígado e 
coração, não sofreram alterações em suas massas nos ratos com 60 dias de 
idade. Neste sentido, o maior aporte de leite durante a lactação sugere 
alterações no desenvolvimento e estabelecimento do tecido adiposo branco, 
onde a fonte alimentar com maior poder calórico pode refletir em desequilíbrio 
neuroendócrino e futuramente acarretar danos à saúde ao longo da vida adulta 
(RINALDI et al., 2012; FISCHER, 2014). 
Em nossos experimentos não encontramos alterações séricas de 
glicemia em jejum, mas deve-se atentar para o fato que as análises 
bioquímicas séricas foram realizadas com animais de 60 dias de idade, fator 
que possa justificar nossos achados  e em adição não houve alterações nas 
concentrações plasmáticas basais de glicose.  Da mesa forma a concentração 
de colesterol total também não sofreu alteração (DAI, et al.,2016), entretanto os 
triacilgliceróis sofreram aumento de 56 % nos animais OB (XIAO et al., 2007; 
RINALDI et al., 2012) após jejum de 12 horas, ou seja, havia um estoque 
energético excessivo disponível na corrente sanguínea.  Isso aponta para um 
maior aporte energético, onde haveria maior disponibilidade calórica do que o 
necessário, aumentando a concentração de triacilglicerol na corrente 
sanguínea.  
De maneira semelhante aos achados referentes às gorduras, a 
suplementação com o óleo de peixe rico em AGPI’s n-3, no intervalo estudado, 
foi hábil em promover um desvio no balanço de ácidos graxos para um cenário 
mais favorável (DAI, et al.,2016). Notamos que a obesidade induzida, diminuiu 
mais que 25% as concentrações de DHA no plasma do grupo OB quando 
comparamos com as do grupo CON. Contudo a suplementação foi capaz de 
reverter este padrão, provocando o aumento de 118 % nas concentrações de 
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DHA no plasma do grupo OBS. E como esperado, no grupo CONS as 
concentrações de DHA no plasma estavam aumentadas em 40 %. Outro 
AGPI’s n-3 presente no óleo de peixe, o EPA, foi encontrado em 245 % maior 
no grupo CONS quando comparado ao grupo CON e no grupo OBS a 
suplementação provocou o aumento de 161 % quando comparado ao grupo 
CON. É sabido que quanto maior forem as concentrações de AGPI’s 
adquiridas, esse aumento é importante para a dinâmica imunológica do 
indivíduo e na proteção contra doenças cardiovasculares e outros eventos 
como a obesidade (BURROWS et al., 2011; JUAREZ-LOPEZ et al., 2013; 
POLUS et al., 2016). 
Possíveis alterações nos núcleos hipotalâmicos refletem a 
desorganização do controle da fome e saciedade exercida por neurônios 
hipotalâmicos, podendo promover o desenvolvimento de quadro de obesidade 
(PLAGEMANN et al., 1999; BERTHOUD, 2012). O estudo estereológico dos 
núcleos hipotalâmicos (núcleo arqueado, área hipotalâmica lateral e 
paraventricular) deste modelo que foi quantificado pela primeira vez neste 
trabalho, mostrou que a citoarquitetura desses núcleos não sofreu alterações 
em decorrência do modelo provocado. A ausência de alteração morfológica no 
hipotálamo ressalta a importância do modelo como ferramenta para 
compreensão de possíveis eventos periféricos envolvidos na gênese da 
obesidade. É sabido que atualmente a dieta humana é composta por elevadas 
concentrações de gorduras saturadas e do tipo trans, que reportam uma dieta 
hipercalórica. Neste sentido, o modelo da programação metabólica por redução 
de ninhada se apresenta como um modelo realístico para explicar o 
estabelecimento da obesidade em humanos, uma vez este trabalho mostra a 
preservação dos núcleos hipotalâmicos. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Com os resultados obtidos nesse trabalho e base nos estudos  encontrados na 
literatura, podemos concluir que: 
 
1. O modelo da programação por redução de ninhada é capaz de 
reproduzir um quadro de obesidade e esse se mantém durante a vida 
adulta do animal. 
 
2. Os núcleos hipotalâmicos não apresentam diminuição do número 
celular. Isso afirma que a citoarquitetura hipotalâmica é mantida e que 
os mecanismos pelo qual a obesidade se estabelece são diferentes. 
 
3. A suplementação com óleo de peixe aumenta o a concentração de 
ácidos graxos n-3 nos grupos suplementados, e mostrou-se capaz de 
melhorar o quadro de obesidade com a diminuição dos tecidos adiposos. 
 
No entanto, a ausência de alterações morfológicas não explica os mecanismos 
pelos quais o modelo induz o quadro de obesidade, sendo necessários estudos 
futuros para esclarecer a participação de vias de sinalização do hipotálamo na 
gênese da obesidade neste modelo. 
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